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鱼类细胞电融合的初步研究
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大鳞副泥鳅
,
鱼类胚胎细胞

,
电融合

� �� �� � � � �仍�� �“ �”“ � � � �
� 夕� � “ �

,

���� � � � �� � �� � � ���
, ��� � �� �� �� � �� �

电融合是一种细胞生物学新技术
,
它的融合

率高
、

操作简便
、

无毒性
、

可在显微镜下直接观察融

合过程
,

是笋胞杂交与基因转移的有效手段之一
。

近几年来
,

这一技术已广泛用于动物
、

植物
、

微生

物细胞和原生质体的融合
「, 一 � � 。

但是
,

至今未见

有电场诱导鱼类细胞融合的研究报道
。

我们采用

国产元
、

器件
,

研制出一套供试验用的电融合装

置
,

研究了电场诱导鱼类细胞的融合效应
。

材 料 与 方 法

�
�

细胞来源 � 用鲤脑垂体按常规方法 对大

鳞副泥鳅 ��
� � 口。� , � � 洲, � , � � �却。 � , ,

� 进行人工催

产
,

受精卵置于 � �一 �� ℃ 培养箱中
,

发育至囊胚

期备用
。

�
�

电路方框原理与技术参数 � 根 据 �� ��
�

��  !∀  ��
。
的原理
,

正弦交变电场作介质电泳
,

待

细胞紧密接触排列成串 �图 ��
,

然后用脉冲电场

作可逆击穿
,

导致细胞的融合
。

我们自行设计装

配了一台供实验用的电融合装置 �图 � �
。

技术参数 � 正弦交变电场频率 �
�

�一�
�

� 兆

赫电强 � �一� � ��
� � � 脉冲电场时间常数 �� 一 ��

娜
,

强度 �� 。一�� ��
。
以上诸物理参数可根据实

验的效果进行调整
。

�
�

电融合相 � 用有机玻璃板 制成 �� � � �

�
�

� � � 长方形小槽
。

电极用直径为 �
�

� � �
、

长

�� � � 铂金丝平行嵌入融合小槽两侧
。

将融合槽

直接置于解剖镜载物台上
,

观察细胞融合的过程
。

�
�

电场液 � 以 �� 叫� 甘露醇�化学纯�和

�一�� � � �� � 氯化钙 �化学纯�配制而成
。

�
�

融合指数 ��� � 公式 �

� , 一

�
实验组 多核细胞中核的数目

计数细胞中核的数目

对照组
多核细胞中核的数目

计数细胞中核的数 目
� � � � �

‘
�

操作程序 � 取数十个囊胚期胚胎
,

在赫氏

液内用镊子切下囊胚
。
将切下的囊胚分别吸人盛

有含 � � � � 的缺钙赫氏液刻度离心管中
。

� 管

作对照组
, �管为实验组

。

然后用吸管轻轻吹打
,

� � � � 年 � � 月 � 日收到
。
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图 � 电路方框原理
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使囊胚细胞团块充分分散成单个细胞
,

摇匀
。

在

人管随机取细胞悬液 � 滴
,

加 � 滴 。
�

� � 曲利本

蓝
,

染色 � 分钟后在显微镜下鉴别细胞的存活率
。

每片计数 ��� 一 � � � � 个细胞
,

着蓝色的为死细胞
,

白色透明的为活细胞
。

计算融合前细胞的存 活

率
。
� 管中其余的细胞用 � �� 甲醇

一

冰醋酸固定
。

数分钟后离心
,

滴片
,
��

� � � 染色
,

镜检计数融

合前细胞中细胞核的个数
。

又从 � 管取 。
�

� � �的

细胞悬液
,

计数融合前细胞的密度
。

其余的全部

细胞
,
以 �� �

� � � 速度离心 � 分钟
,

弃上清液后
,

加入电场液洗涤一次
,

再离心弃上清液后
,
加人少

量电场液充分将细胞混和均匀
,

迅速移人电融合

小槽中
。

待电融合处理后
,
及时将融合处理后的

细胞移入赫氏液
,
用吸管轻轻吹打

,

使细胞分散均

匀
。

采用对照组 � 管的相同方法
,

分别鉴定融合

后细胞的存活率和细胞核的数目
,

并计算融合指

数
。

诸因素对鱼类胚胎细胞电融合效应的研 究结 果
,

拟另文报道
。

本文的初步结果是在 夕一�� ℃ 室温

下
,
电场液用 �

�

� � � � �� � 甘露醇加 � � � � �� � 氯

化钙配成
。
细胞密度为 �

�

,一� � � ��
,

细胞膜紧

密接触 �一� 分钟
,

脉冲处理 �一� 次
,
时间常数

�� 一�� 娜 的条件下取得�表 ��
。
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结 果 与 讨 论

有关电场液配方
、

温度
、

细胞密度和蛋白酶等

从表 1可以看出
,

在给定的实验条件下
,
大鳞

副泥鳅囊胚细胞的融合率约为呼6
.
72 %

。

经脉冲

处理后一部分生成双核细胞
,

大部分为多核细胞
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图 3 双核
、

三核
、

四核及多核细胞

F ig
.
3 D ik a ryo ey te , t j i k a r y o e y t e ,

t e t r a k
a r y o e y t e a n d m

u
l
t
i k
a r y o e y t

e

( 图 3)
,

但细胞的存活率仍保持较高的百分比
,
约

88
·

6
%

。
当融合率较高时

,
部分融合细胞外观有

些变形
。

而在融合处理之前
,

双核细胞中核的数

目约占计数细胞中核的数目的 7一20 %
,

一般在

10 % 以下 , 细胞的存活率为卯一98 %
。

可以看

出
,

经脉冲处理后
,
大多数细胞融合成为双核或多

核细胞
,

而对细胞的存活率无明显的影响
。

因此
,

可以初步得出如下结论: (l) 我们自行设计的电

融合装置基本适用于鱼类细胞融合的实 验要求;

(2) 大鳞副泥鳅的囊胚细胞在含 0
.
02 m ol ZL 甘露

醇和 lo m ol /L 氯化钙的电场液
,
细胞密度 2

.5一
3x 10

‘ ,

细胞膜紧密接触 2一, 分钟
,
}脉冲处理

1一3 次
,

时间常数 10 一知娜 条件下可以得到较

好的结果
。

鱼类细胞融合的研究至今尚未多见
,

童第周

曾以仙台病毒为媒介
,

定性地证明了金鱼囊胚细

胞间及金鱼囊胚细胞与 E hr lic h 腹水肿瘤细胞间

的融合川
。

国外曾有报道分离的鱼胚胎细胞重新

接触后又出现细胞间的融合
。

阎康等用 PEG 促

进螂的异倍体细胞系 CA B一
80 的细胞融合

「‘’,

融

合指数在 30 % 左右
,

而细胞的存活率 则随 PFG

浓度的加大显著下降
。

因此
,
就融合指数与细胞

存活率而论
,
电融合技术明显地具有效率高和无

毒性的优点
,

而且操作也较为简便
。
当然本文的

初步试验结果
,
同前人在动物

、

植物和微生物细胞

电融合的结果相比
,

融合指数还不够理想
,

有待今

后继续解决
。

作者认为: 随着电融合技术的进一

步完善与提高
,

它有可能成为细胞工程与基因工

程的一种较为有效的手段
,

将为鱼类体细胞遗传

学与体细胞育种的研究开辟新的途径
。
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